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Abstract

Kalimantan forest is the largest tropical rain forest which is one of the places with biodiversity
that has the potential for development in the field of health or medicine, one of the plants
used for treatment is hook root (Uncaria acida (Hunt.) Roxb.). This plant has indole alkaloid
compounds, triterpenes, flavonoids and phenylpropanoids that act as antibacterial. In this
study, an antibacterial test was conducted using the Kirby Bauer method to determine the
antibacterial activity which was characterized by the formation of an inhibition zone around
the paper disc. The bacteria tested were E. coli. The extract tested in this study was the
ethanolic extract of U. acida leaves with 5 concentrations of treatment (5 mg/mL, 15 mg/mL,
30 mg/mL, 40 mg/mL and 50 mg/mL). The average result of the inhibition zone of the
ethanolic extract of U. acida leaves in a concentration of 5 mg/mL is 8.1 mm in the weak
category, the concentration of 15 mg/mL is 8.3 mm in the weak category, the concentration
of 30 mg/mL is 9.1 mm in the weak category, 40 mg/mL ie 9.2 mm in the weak category and
50 mg/mL in the moderate category. Using significance (a > 0.05) which means that the
inhibition zone data on the growth test of E. coli bacteria at the 5 concentrations affected the
inhibition zone of E. coli bacteria.
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Abstrak

Hutan Kalimantan merupakan hutan hujan tropis terluas yang menjadi salah satu tempat
dengan keanekaragaman hayati yang berpotensi untuk pengembangan dalam bidang kesehatan
atau pengobatan, salah satu tumbuhan yang digunakan untuk pengobatan adalah akar kait-kait
(Uncaria acida (Hunt.)Roxb.). Tumbuhan ini memiliki senyawa alkaloid indol, triterpen,
flavonoid dan fenilpropanoid berperan sebagai antibakteri. Pada penelitian ini dilakukan uji
antibakteri menggunakan metode Kirby Bauer untuk menentukan aktivitas antibakteri yang
ditandai dengan terbentuknya zona hambat disekitar kertas cakram. Bakteri yang diuji adalah
E. coli. Ekstrak yang diuji pada penelitian ini adalah ekstrak etanol daun U. acida dengan
perlakuan 5 variasi konsentrasi (5 mg/mL, 15 mg/mL, 30 mg/mL, 40 mg/mL dan 50 mg/mL).
Hasil rata-rata zona hambat ekstrak etanol daun U. acida dalam konsentrasi 5 mg/mL yaitu 8,1
mm dalam kategori lemah, konsentrasi 15 mg/mL yaitu 8,3 mm dalam kategori lemah,
konsentrasi 30 mg/mL yaitu 9,1 mm dalam kategori lemah, 40 mg/mL yaitu 9,2 mm dalam
kategori lemah dan 50 mg/mL dalam kategori sedang. Menggunakan signifikansi (a > 0.05 ) yang
berarti bahwa data zona hambat pada uji pertumbuhan bakteri E. coli pada ke 5 konsentrasi
tersebut berpengaruh terhadap zona hambat bakteri E. coli.

Kata kunci: Escherichia coli, Kirby Bauer method, Uncaria acida (Hunt.) Roxb.
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PENDAHULUAN

Hutan Kalimantan merupakan hutan hujan tropis terluas di Indonesia
yang menjadi salah satu tempat dengan keanekaragaman hayati.
Keanekaragaman hayati yang sangat besar berpotensi untuk pengembangan
dalam bidang kesehatan. Keanekaragaman jenis tumbuhan yang dapat
dimanfaatkan masyarakat secara empiris sebagai obat.

Salah satu jenis tumbuhan yang sering digunakan sebagai obat yang
digunakan masyarakat di beberapa negara tropis seperti di Kalimantan tengah
khususnya suku Dayak yaitu tumbuhan Genus Uncaria. Uncaria merupakan salah
satu genus tumbuhan yang menarik dikaji khasiat dan kandungan kimia yang
berkhasiat karena kandungan obatnya. Genus Uncaria digunakan sebagai obat
tradisional yang penting di Cina, Malaysia, Filipina, Singapura, Afrika dan
Amerika Tenggara dan lain-lain. Tumbuhan ini telah digunakan untuk
pengobatan asma, rematik, hiperpireksia, hipertensi dan sakit kepala. Lebih
dari 200 senyawa telah diisolasi dari Uncaria, termasuk alkaloid indol,
triterpen, flavanoid, fenol dan fenilpropanoid dan lain-lain. Selain sebagai
pengobatan penyakit di atas senyawa tersebut dapat berpotensi sebagai anti
bakteri (Zhang et al., 2015).

Untuk memperoleh manfaat tumbuhan U. acida sebagai antibakteri
digunakan bagian daun U. acida. Daun U. acida dipotong-potong kemudian
diremaserasi. Setelah itu diuji dengan metode kertas cakram untuk di ketahui
daya hambat daun U. acida terhadap E. coli. Penelitian ini bertujuan untuk
mengetahui pengaruh pemberian ekstrak tanaman U. acida terhadap bakteri E.
coli.

Salah satu bakteri yang dapat menyebabkan penyakit diare adalah E.
coli. E. coli yang merupakan bakteri gram negatif berbentuk batang.
Kebanyakan E. coli tidak berbahaya dan merupakan bagian penting dari saluran
usus manusia yang sehat. Akan tetapi bakteri ini dapat menyebabkan diare
ringan, diare merupakan penyakit yang potensial menimbulkan kejadian luar
biasa (KLB) (Sutiknowati, 2016).
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BAHAN DAN METODE

Waktu dan Tempat Penelitian

Penelitian ini dilakukan dari 15 Oktober - 28 Desember 2020. Penelitian
dilaksanakan di Laboratorium Mikrobiologi Program Studi Diploma Il Analis
Kesehatan STIKes Borneo Cendekia Medika Pangkalan Bun. Kegiatan penelitian
yang dilakukan adalah pengambilan sampel, pembuatan simplisia, pembuatan
ekstrak, penanaman bakteri dan uji daya hambat bakteri.

Semua alat yang digunakan disterilkan melalui proses sterilisasi yaitu
dengan cara sterilisai kering dan sterilisasi basah. Alat dan bahan yang
disterilkan antara lain yaitu cawan petri, penjepit, erlenmeyer, spatula,
Nutrien Agar (NA) dan alat serta bahan lain yang akan digunakan pada sterilisasi
di autoklaf.

Sampel Penelitian

Sampel yang digunakan dalam penelitian ini adalah daun dari genus
Uncaria yang dapat diperoleh di hutan Desa Karanganyar Kalimantan Tengah.
Sampel dikirim ke Balai Konservasi Tumbuhan Kebun Raya Purwodadi untuk
dilakukan determinasi.

Metode Penelitian

Penelitian ini merupakan penelitian eksperimental untuk memgetahui
pengaruh ekstrak etanol daun U. acida dengan konsentrasi tertentu terhadap
pertumbuhan bakteri E. coli dengan menggunakan metode Kirby Bauer.
Pembuatan Ekstrak

Sampel daun U. acida dipotong kecil-kecil kemudian dikeringkan dengan
cara diangin-anginkan ditempatkan yang tidak terkena sinar matahari langsung
untuk mencegah rusaknya senyawa yang terkandung di dalam daun U. acida.
Cacah daun setelah mengering. Lalu dihaluskan dengan cara diblender.
Ekstraksi dilakukan dengan metode maserasi dan menggunakan pelarut etanol
70%. Sebanyak 250 gram serbuk simplisia dimasukan ke dalam bejana maserasi.
Tambahkan etanol 2,5 L etanol 70% (perbandingan 1:10) atau hingga terendam.

Simpan di tempat yang terlindung dari cahaya matahari selama 3 x 24 jam, dan
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sesekali dilakukan pengadukan. Maserat dipisahkan dengan cara disaring.
Dilakukan remaserasi dengan menambahkan 2 L etanol 70% remaserasi
dilakukan 6 x 24 jam. Ekstrak yang dihasilkan dipisahkan menggunakan Rotary
Evaporator pada suhu 55°C kemudian dikeringkan dan ditimbang. Pada akhir
proses ini didapatkan ekstrak etanol daun bajakah kait-kait yang berwarna
kecoklatan (Saputera et al., 2019).
Pembuatan Media

Media Nutrien Broth dibuat dengan cara ditimbang Sebanyak 1,3 gram
Nutrient Broth dilarutkan ke dalam 100 mL aqaudes, kemudian dipanaskan
sampai larut (Tanuwijaya et al., 2015).

Sedangkan media Nutrient Agar yang dibutuhkan sebanyak 28 gram NA
dilarutkan dengan aquadest sebanyak 1000 mL kemudian dipanaskan hingga
larut. Setelah itu mulut erlenmeyer ditutup dengan kapas dan alumunium foil.
Kemudian larutan media tersebut disterilkan menggunakan autoclave dengan
suhu 121° C selama 15 menit. Media yang telah disterilkan dituang pada cawan
petri steril + 20 mL di dalam laminator flow dan ditutup dengan wrapping untuk
mencegah adanya kontaminasi, setelah itu didinginkan pada suhu + 45 - 40° C
sampai media memadat.

Peremajaan dan Pembuatan Suspensi Bakteri

Bakteri E. coli diambil dengan menggunakan jarum ose steril, kemudian
diinokulasikan pada media NB kemudian inkubasi pada suhu 37° C selama 24
jam di dalam inkubator. Pembuatan suspensi bakteri dilakukan dengan cara
mengambil satu ose biakan bakteri yang telah diremajakan pada media Eosin
Methylene Blue (EMB). Suspensi bakteri tersebut diencerkan menggunakan NaCl
0,9% steril sampai kekeruhannya setara dengan larutan standar 0,5 McFarland
(biakan cair yang kekeruhannya setara dengan 0,5 McFarland mempunyai
populasi 1 x 108 CFU/mL).

Uji Anti Mikroba
Siapkan cawan petri yang berisi media NA, kemudian suspensi bakteri

sebanyak 200 pl dimasukkan ke dalam 20 mL media NA yang telah memadat,
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mikroba tersebut diratakan dengan drugalsky. Lalu teteskan 50 pl dari lima
variasi konsentrasi yaitu 5 mg/mL, 15 mg/mL, 30 mg/mL, 40 mg/mL dan 50
mg/mL masing-masing diteteskan di atas kertas disk, lalu dibiarkan kertas disk
mengering. Kertas disk yang mengandung larutan uji diletakkan di atas
permukaan media agar dan diinkubasi pada suhu 37°C selama 16 - 18 jam.
Diidentifikasi hasil dengan pengukuran daerah jernih yang terbentuk di
sekeliling disk, kemudian diukur diameter zona hambat menggunakan penggaris
(Ngazizah et al., 2017).

HASIL

Pengaruh ekstrak daun U. acida terhadap bakteri E. coli dapat di amati
melalui zona hambat yang terbentuk pada media uji yang telah diletakkan
dengan kertas cakram Hasil pengamatan pengaruh ekstrak daun U. acida
terhadap Bakteri E. coli setelah diinkubasi selama 16 - 18 jam dapat dilihat

pada gambar 1 berikut ini.
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Gambar 1. Grafik Zona Hambat Pada Uji Ekstrak Etanol Daun U. acida Terhadap Pertumbuhan
Bakteri E. coli.
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DISKUSI

Pada Gambar 1. dapat di lihat bahwa zona hambat yang dihasilkan dari
berbagai konsentrasi ekstrak yaitu 5 mg/mL, 15 mg/mL, 30 mg/mL, 40 mg/mL
dan 50 mg/mL terhadap pertumbuhan bakteri E. coli memiliki nilai diameter
yang berbeda zona hambat pada masing-masing konsentrasi ekstrak etanol daun
U. acida terhadap pertumbuhan bakteri E. coli, rata-rata zona hambat pada
konsentrasi 5 mg/mL = 8,1 mm, 15 mg/mL = 8,3 mm, 30 mg/mL = 9,1 mm, 40
mg/mL = 9,2 mm dan 50 mg/mL = 10,2 mm.

Hasil perlakuan pada kontrol positif ampicillin ialah 19,5 mm. Ampicillin
merupakan golongan dari penisilin yang memiliki spektrum antimikroba yang
luas. Ampicillin efektif terhadap mikroba gram positif dan gram negatif.
Mekanisme kerja ampicillin yaitu menghambat sintesis dinding sel bakteri
dengan cara menghambat pembentukan mukopeptida, karena sintesis dinding
sel terganggu maka bakteri tersebut tidak mampu mengatasi perbedaan
tekanan osmosis di luar dan di dalam sel yang mengakibatkan bakteri mati
(Wattimena (1987) dalam E. Sukmawaty et al., (2016)). Sedangkan zona hambat
pada kontrol negatif yang digunakan sebagai pelarut untuk variasi konsentrasi
ektrak etanol daun U. acida tidak terbentuk zona hambat. Hal ini berarti zona
hambat yang terbentuk dari perlakuan murni disebabkan senyawa yang
terkandung dalam ektrak etanol daun U. acida.

Menurut Rundengan et al., 2017 mengenai klasifikasi respon daya hambat
pertumbuhan bakteri, jika diameter <5 mm di kategorikan kedalam kriteria
kurang efektif, 10-15 mm masuk kedalam kriteria sedang dan diameter >20 mm
masuk kedalam kriteria sangat kuat. Diameter daerah hambat pertumbuhan
bakteri yang terbentuk dari ekstrak etanol daun U. acida 5 mg/mL - 40 mg/mL
= lemah dan 50 mg/mL = sedang. Hal ini menunjukan bahwa ekstrak etanol
daun U. acida mengandung zat antibakteri yang dapat menghambat
pertumbuhan bakteri E. coli walaupun daya hambat yang terbentuk lemah dan

sedang.
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Hasil penelitian ini tidak jauh berbeda dengan hasil penelitian Amelia
(2020) menyatakan bahwa ekstrak etil asetat U. cordata memiliki aktivitas daya
hambat terhadap pertumbuhan bakteri S. aureus. Diameter rata-rata zona
hambat ekstrak etil asetat dengan konsentrasi 100 mg/mL = 12,7 mm, 200
mg/mL = 14,2, 300 mg/mL = 15,3 mm, 400 mg/mL = 16,3 mm dan 500 mg/mL
= 17,7 mm terhadap bakteri S. aureus.

Zona hambat yang terbentuk pada ekstrak etanol U. acida termasuk zona
hambat rendah dan sedang dapat disebabkan karena suhu yang digunakan saat
rotary evaporatory lebih dari 45°C. Menurut Sekarsari et al., (2019) suhu dan
waktu yang melebihi kondisi optimum vyaitu suhu 45°C akan menyebabkan
senyawa flavonoid pada bahan tidak terekstrak secara maksimal dan mudah
rusak pada suhu tinggi.

Faktor lain yang menyebabkan zona hambat yang terbentuk lemah dan
sedang adalah jenis bakteri yang digunakan. Pada penelitian ini bakteri yang
digunakan yaitu E. coli. E. coli merupakan salah satu bakteri gram negatif,
dimana dinding sel E. coli dilapisi membran luar yang terdapat protein,
fospolipid, dan lipopolisakarida. Dinding luar bakteri E. coli memiliki sifat
permeabilitas tinggi sehingga zat aktif dalam ekstrak etanol U. acida tidak
dapat masuk secara maksimal ke dalam sel bakteri yang mengakibatkan kurang
optimalnya ekstrak dalam menghambat pertumbuhan bakteri. Dinding bakteri
juga terdiri dari lipoprotein yang mengandung molekul protein yaitu porin dan
lipopolisakarida. Porin inilah yang bersifat hidrofilik, sedangkan ekstrak bersifat
hidrofobik. Karena perbedaan sifat inilah, molekul komponen ekstrak menjadi
lebih sulit masuk ke dalam bakteri (Zeniusa et al., 2019).

Selain itu, dinding luar bakteri E. coli banyak mengandung lapisan lipid
yang bersifat nonpolar, sedangkan ekstrak bersifat polar. Adanya perbedaan
sifat inilah yang menyebabkan molekul komponen ekstrak juga menjadi lebih
sulit masuk ke dalam bakteri (Zeniusa et al., 2019). Oleh karena itu, hal ini
dapat mempengaruhi aktivitas kerja dari ekstrak etanol U. acida dalam

menghambat pertumbuhan E. coli.
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Adanya zona bening atau zona hambat di sekitar kertas cakram
membuktikan bahwa ekstrak etanol daun U. acida memiliki sifat antibakteri
terhadap pertumbuhan bakteri E. coli. Menurut Marselia et al., (2015) zona
hambat yang dihasilkan hanya bersifat menghambat pertumbuhan bakteri dan
tidak bersifat membunuh bakteri. Hal ini ditunjukan dengan mengecilnya
ukuran zona hambat setelah fase logaritmik dari bakteri. Adanya zona hambat
yang terbentuk disebabkan karena adanya senyawa kimia yang terkandung di
dalam ekstrak etanol daun U. acida. Senyawa tersebut antara lain alkaloid
indol, triterpen, flavonoid dan fenilpropanoid yang memiliki senyawa aktivitas
anti bakteri (Zhang et al., 2015).

Alkaloid dapat tertarik pada pelarut etanol karena senyawa alkaloid
bersifat polar (Padmasari et al., 2013). Menurut pendapat Purwaningsih, (2014)
mekanisme antibakteri dari senyawa alkoloid berperan untuk mengganggu
komponen penyusun peptidoglikan pada sel bakteri sehingga lapisan dinding sel
tidak terbentuk secara utuh dan menyebabkan kematian sel tersebut.

Penelitian Dia et al., (2015) menyatakan senyawa triterpenoid secara
umum banyak terdapat pada ekstrak etanol yang terdapat di kulit, batang dan
akar tanaman lindur (Bruguiera gymnorrhiza), B. gymnorrhiza merupakan salah
satu tanaman yang berpotensi sebagai sumber senyawa bioaktif yang banyak
ditemukan di wilayah tropis seperti Asia Tenggara. Terdeteksinya senyawa
triterpenoid diduga disebabkan oleh kemampuan pelarut etanol dalam
mengekstrak senyawa yang bersifat polar. Hasil uji positif sangat kuat terhadap
kandungan triterpenoid pada akar lebih tinggi dibandingkan dengan daun.
Sehingga sesuai dengan hasil penelitian Zhang et al., (2015) hasil penelitian
tentang fitokimia yang telah dilakukan pada genus Uncaria mendapatkan lebih
dari 200 bahan kimia yang salah satunya ialah triterpenoid yang memiliki
senyawa antibakteri. Riyanto et al., (2013) dalam Dia et al., (2015) menyatakan
bahwa senyawa triterpenoid pada tumbuhan berfungsi sebagai pelindung untuk

menolak serangga dan serangan mikroba.
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Mekanisme antibakteri dari senyawa flavonoid dapat terjadi akibat reaksi
antara senyawa lipid dan asam amino dengan gugus alkohol, sehingga dinding
sel mengalami kerusakan dan mengakibatkan senyawa tersebut dapat masuk
kedalam inti sel bakteri. Senyawa ini kemudian akan bereaksi dengan DNA pada
inti sel bakteri. Akibat perbedaan kepolaran antara lipid dan penyusun DNA
dengan gugus alkohol pada senyawa flavonoid akan terjadi reaksi sehingga
struktur lipid dari DNA bakteri sebagai inti sel bakteri akan mengalami
kerusakan dan lisis (Juariah et al., 2020).

Hasil uji statistik dengan uji One Way ANOVA diperoleh p = 0.809 dimana
nilai p > 0.05 yang berarti bahwa data zona hambat pada uji pertumbuhan
bakteri E. coli pada beberapa konsentrasi 5 mg/mL, 15 mg/mL, 30 mg/mL, 40
mg/mL dan 50 mg/mL berpengaruh terhadap zona hambat bakteri E. coli.
Semakin tinggi konsentrasi ekstrak etanol daun U. acida semakin tinggi zona

hambat yang terbentuk.

KESIMPULAN

Berdasarkan hasil penelitian tentang analisa ekstrak etanol daun U. acida
terhadap pertumbuhan bakteri E. coli, dapat disimpulkan bahwa ekstrak etanol
daun U. acida memiliki pengaruh terhadap pertumbuhan bakteri E. coli ditandai
dengan terbentuknya zona hambat, dengan konsentrasi 50 mg/mL dengan rata-
rata diameter zona hambat 10,2 mm memiliki kemampuan menghambat

pertumbuhan bakteri E. coli dalam kategori sedang.
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